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論　文　の　内　容　の　要　旨
　植物の生活環の中で，花成（栄養成長から生殖成長への成長相の転換）の時期の決定は植物の生存上極め
て重要である。花成時期の決定に影響を及ぼす主な環境要因は，日長（光周期）と温度であり，光周期を感
受して花を咲かせる機構は光周性花成誘導と呼ばれている。光周性花成誘導は 3つの過程，すなわち，葉で
光シグナルとして光周期を感受して花成刺激物質を生産する「花成誘導」，葉から運ばれた花成刺激物質に
よって茎頂が栄養成長から生殖成長へと転換する「花成誘起」，未分化な茎頂が花器官へと分化する「花器
官形成」，に分けることができる。近年，光周性花成誘導の分子機構の解明は，シロイヌナズナやイネを用
いた分子遺伝学的実験によって進展しつつあるが，これらの植物は条件的光周性を示し，経時的な解析が
難しいため，「花成誘起」の研究はほとんど行われていない。一方，短日植物であるアサガオ品種ムラサキ
（Pharbitis nil cv. Violet）は絶対的光周性植物であり 1回の短日処理によって花芽の形成を誘導できるため，
経時的な解析に適しており，花成の程度を花芽の数として計測できるなどの特徴を持っている。そこで，本
研究では，アサガオを用い，「花成誘起」の分子機構の一端を解明することを目的としている。
　まず，PnMADS1（Pharbitis nil MADS-box1）遺伝子の発現解析を行い，花成誘起に関与する遺伝子である
可能性を示した。MADS-box因子は植物では 100以上の遺伝子からなるファミリーを形成しており，「花成
誘起」と「花器官形成」に関与する転写因子を含んでいる。PnMADS1 mRNAの発現を RT-PCR法で植物の
器官別に調べた結果，PnMADS1は花成誘起の場となる茎頂で花成誘起の前後を通じて一様に発現している
ことが明らかとなった。
　PnMADS1の逆遺伝学的な機能解析のためには，形質転換植物の育成が必須であるが，アサガオにおける
従来の形質転換系では形質転換効率が低く，実用的に使うことは困難であった。そこで，アサガオにおける
形質転換系の改良が試みられた。特に，不定胚からの二次胚形成率の向上，新規遺伝子導入ベクターの利用
によるアグロバクテリウム遺伝子導入効率の向上の 2点の改良の結果，各々，6.5倍および 7.8倍効率が上
昇した。
　この改良形質転換法を用い，PnMADS1の機能解析を目的とし，CaMV35Sプロモーターを用いた過剰発
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現体と RNAiによる発現抑制体を作成し，花成を含む諸形質の変化が調査された。播種後 6日目の芽生えに
11時間暗期の弱い短日処理を 1回施した場合，過剰発現体では花芽数が減少し，逆に，発現抑制体では花
芽数が増加した。さらに，短日条件（14時間暗期 /10時間明期）で 5週間栽培した際の花の形態を観察し
た結果，過剰発現体では曜（花冠の中肋）の先端部が緑色となり，花弁が展開しない花を形成し，花粉の未
発達が原因と考えられる不稔の形質を示した。これらの結果，PnMADS1が生殖成長への転換に抑制的に働
くことが示唆された。
　一般的に，MADS-box因子はホモまたはヘテロ 2～ 4量体を形成することから，酵母 2成分系解析法を用
いてタンパク質間相互作用を解析した結果，PnMADS1は，PnMADS1自身，および，アサガオから単離さ
れたMADS-box因子である PnSAH3（SQUAMOSA-APETALA1-HOMOLOG3）と強い相互作用を示すこと
が明らかとなった。PnSAH3のmRNA茎頂における発現を調べた結果，栄養成長相ではほとんど発現せず，
生殖成長相で発現することが明らかとなった。これらの結果から，PnMADS1は，栄養成長から生殖成長へ
の転換の過程で，相互作用する相手となるMADS-box因子を替えながら機能することが示唆された。
　一方，花成誘起の分子機構をさらに詳細に解析する目的で，蛍光ディファレンシャルディスプレー（FDD）
法を用い，花成誘起時に茎頂で発現が変化する遺伝子の cDNAを単離する試みが行われた。その結果，短
日処理で発現が低下する cDNAクローン G3-2が単離され，G3-2の発現は茎頂の一部で特異的に減少するこ
とが明らかとなった。G3-2は 6回膜貫通型のチャンネルであるMIP（major intrinsic protein）ドメイン（ア
クアポリンなどが含まれる）タンパク質をコードするが，類似タンパク質の機能も不明であった。そこで，
G3-2の機能を類推する目的で，G3-2の GFP融合タンパク質をタマネギ表皮細胞で一過的に発現させ，細胞
内局在が調査された。その結果，G3-2は，細胞膜，核膜，小胞体膜に局在することが示唆された。これら
の結果から，花成誘導シグナルを受容した茎頂においてチャンネル G3-2が減少することが予想され，その
結果として生殖成長への転換に関与している可能性があることが示唆された。
　以上の研究結果から，「栄養成長から生殖成長への転換に抑制的である PnMADS1が，相互作用する相手
を変えながら花成誘起を制御する」ことを示唆する知見，および，「茎頂の細胞の膜系に局在する新規チャ
ンネル G3-2が花成誘起後に一過的に発現量が低下することにより，生殖成長への転換機構に関与する」可
能性が示された。これら 2つの因子の直接的な関係を含めた花成誘起の分子機構の詳細に関する解析は今後
の課題であるが，その一端を担うモデルが提示された。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は，光周性花成誘導研究のモデル実験材料であるアサガオのもつ利点を最大限に活用し，他の植物
では解析が困難な「花成誘起」について，その分子機構の一端を明らかにしたものである。PnMADS1に関
しては，シロイヌナズナの相同遺伝子と思われる SVP遺伝子の単離の報告がなされていたものの，花成誘
起に対する機能を明らかにした報告はなく，PnMADS1の過剰発現および RNAi発現抑制体を用いた解析に
より，PnMADS1が栄養成長の維持および花成に対する抑制的な機能を持つことを示唆する結果が示された
点は極めて高く評価できる。また，この研究の中で作出した過剰発現体と発現抑制体は，逆遺伝学的手法を
用いて遺伝子の機能を解析することに成功した世界で初めての形質転換アサガオであり，この形質転換植物
を作出するための形質転換系の改良により，モデル実験植物としてのアサガオの価値を高めた点でも，極め
て高く評価できる。さらに，G3-2は，植物界でも未だ機能が解明されていないアクアポリン様のチャンネ
ルであるが，花成誘起時の茎頂で一過的に発現低下を示すことが明らかとなり，花成誘起との関係が示唆さ
れた。アクアポリン類が形態形成に関与する可能性を示した報告はこれまでに無く，極めて重要な知見であ
る。
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　以上のように，光周性花成誘導における花成誘起の分子機構の一端を明らかにした本研究は，栄養成長か
ら生殖成長への転換機構を明らかにする上で重要な基礎的知見を提供するものであり，生殖生理学に関する
研究の発展に多大な貢献をするものと強く期待される。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
